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Fig. 1-1 ミオグロビンの分子モデル 
（PDB data: 1MBN） 



















































ーン（親水性―疎水性パターン）と解離度特性によるもので class I に属するものと
class II に属するものがある 44。class I の領域にある分子は高い不溶解性を持ってお
り、この分子膜は容易に分解させることはできず、蟻酸やトリフルオロ酢酸（TFA）
によって単体に分解することができる。一方、class II に分類される分子は 60%エタ
ノールや 2%ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）に溶解するなど、容易に解離させるこ
とができる。これら二つの違いはシステイン残基のそれぞれ特有の間隔が区別の基準
にもなっている。class I はシステイン残基間のアミノ酸の数の変動が大きく、class 
II は class I に比べてアミノ酸の数の変動は小さい。さらに言えば、三番目と四番目








Class I : X25-158-C-X5-9-C-C-X4-44-C-X7-23 -C-X5-7-C-C-X6-18 -C-X2-13 
Class II: X17-165-C-X7-10-C-C-X11 -C-X15/16-C-X6-9-C-C-X10/11-C-X3-8 
 
１－５－２ HFBI タンパク質 
本研究では Class II に属している HFBI というタンパク質に着手した研究を行っ
ている。HFBI は Trichoderma reesei という糸状菌由来のタンパク質である。
Trichoderma reesei ゲノムには少なくとも 6 種類のハイドロフォビン遺伝子が存在
する 48。Trichoderma reesei 由来のタンパク質で初めに精製されたのが HFBI であ




分子サイズは 2.30nm×2.30nm×2.67nm 程度で、分子量は約 7.5 kDa と比較的小さ
いタンパク質である。また HFBI 分子の親水性部位の占める割合は約 80%で、疎水
性部位の占める割合は約 12%であり、残りを中性アミノ酸が占めている 50。構造決定








Fig. 1-3 （A）HFBI の分子モデル（B）親水性側から見た HFBI（C）疎水性側から
見た HFBI（D）HFBI の立体構造 赤：正電荷のアミノ酸、青：負電荷のアミノ酸、















































本論文は、本章を含め 6 章構成である。 
第 2 章では、HFBI を含む溶液で液滴を作成した際の液滴形状変化のメカニズム解析


















第 5 章では、精密に形成する HFBI 自己組織化膜をテンプレートとして用いること
で、微小ナノ金属結晶の作製に挑む。HFBI 自己組織化膜は精密なハニカム様の構造を
形成する。そのため規則的に約 2 nm の孔部が存在し、ここに金属を析出させることに
より、約 2 nm の超微小金属結晶を高密度に形成させることが可能である。この研究を
行う際にまず、基板の検討を行うところから始め、次に HFBI 自己組織化膜の除去法、
そして電解還元の条件検討、AFM による表面解析を行った。 
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Fig. 2-1 水滴を分子レベルの視点で観察したときの気液界面の模式図 






部エネルギーは Ufinalになる。このときの変化量 ΔUは、 
 ΔU ≡ Ufinal – Uinitial 
した仕事とそれによって生じた内部エネルギーの変化との差をその仮定で吸収された
熱と定義する。61 
 q ≡ ΔU-w → dU = dq + dw 
一定圧の下で dV だけ容積が増えるなら、PdV だけエネルギーが使われる。これは内部
にとどまらず、外部に向かって行われる。そのとき dw = -PdV なので、その分内部エネ
ルギーは損失する。 
例えば、水の表面積を dσ 増やすとして、それに必要な仕事量は γ・dσ、このエネルギー
は内部にとどまるので dw = + γ・dσ 




 dU = dq + dw = dq + (-PdV + γdσ) 
dq は絶対温度 T で割ることで、その熱エネルギーによる系自身だけについてのエント
ロピー変化となる。 
 dS = dq/T ⇔ dq = T・dS 
 dU = T・dS+ (-PdV + γdσ) 
ギブズの関数式 G = H – TSの微分式は 
 dG = dH –T・dS – S・dT   (dH>0) 
今、系の全エネルギーは dU 増加した。しかし、-PdV の仕事をした。その仕事量は dU
を減少させるものだが、その量は外から来たエネルギーの一部なので、 
 dH = dU + PdV = (dq - PdV + γdσ) + PdV = dq + γdσ = T・dS + γdσ 
 dG = T・dS + γdσ –T・dS – S・dT = γdσ – S・dT  
温度は一定なので、dT = 0 










２－３ 基板上に滴下した HFBI液滴の経時変化での観察 
 ２－３－１ 溶液調製 
HFBIを 15 µMの濃度で 1 mM Acetate buffer (pH 5.0)に溶かして 1 mL調製し
た。 
7532Da × 15 µM × 1 mL = 0.113 mg 
HFBIを超精密天秤を用いて 0.113 mg秤量し、1 mM Acetate buffer (pH 5.0)、 
1mLに溶解した。溶解した溶液を 28 kHzで 1min超音波かけた。 
次に、HFBI液滴の自己組織化の様子を蛍光顕微鏡で観察するために、HFBIに蛍
光分子である Fluorescein isothiocyanate (FITC)を修飾した分子を調製した。 
HFBI 30 µM：7532Da × 30 µM × 1 mL = 0.226 mg 
FITC 30 µM：398.38 g/mol × 30 µM × 1 mL = 0.58 mg 
FITCは水溶液に溶解しにくいため、初めに Dimethyl sulfoxide (DMSO)10 µLに
溶かした後、milliQ でメスアップした。共に 30 µMに調製した 2液を等量で混合し
て 15 µM FITC-HFBI溶液を調製した。 
 
 ２－３－２ 実験と結果 
  調製した HFBI 溶液を疎水性の基板であるフッ素ドープ酸化スズ（FTO）基板上
に 10 µL 滴下した。形成した液滴の形状観察を CAM200（KSV Instruments Ltd., 
Finland）、光学顕微鏡、蛍光顕微鏡を用いて行った。実験環境は室温で加湿した条件
で行った。 



















Fig. 2-2 FTO基板上に静置したHFBI液滴の経時変化観察 （上）CAM200によ
る画像 （中）光学顕微鏡による明視野像 （下）蛍光顕微鏡による蛍光像 
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Fig. 2-3 懸滴法による表面張力の算出式 
Fig. 2-4 自己組織化率の定義 




















Fig. 2-5 HFBI液滴の表面張力測定（赤）と自己組織化率測定（青） 














 ２－５－１ 原子間力顕微鏡（AFM）を用いた構造解析 






チレバーの共振周波数を変化として検出する FM (Frequency modulation)-AFM を
用いた。FM法はカンチレバーを自励発振系の共振器として用いることにより、カン
チレバーを常に共振周波数で振動させる。そのため探針-試料間にはたらく力 F の z
方向の勾配が変化することによりこの振動系の共振特性が変化すると、カンチレバー
の振動周波数もそれに伴い変化する。このときの周波数シフトを検出し一定に保つこ
とで探針-試料間の距離を制御するものである 70。これまでに FM 検出法を用いるこ
とで超高真空下での原子・分子分解能観察が報告されている 71-90。またこの方法によ
Fig. 2-6 疎水性基板 FTO上に滴下した界面活性剤（Tween20）（左）とHFBI
溶液（右） 









解黒鉛（HOPG：Highly Oriented Pyrolytic Graphite）で、表面をスコッチテープ
で劈開し、新しい面を露出した基板を用いた。HOPG 上に HFBI 自己組織化膜を転
写した基板を、AFM 観察する際に使用する溶液である 100 mM Phosphate buffer 
(pH 7.0)で洗浄することで余分な分子を取り除き、AFM の試料台にセットして観察
を行った。AFM観察に用いたカンチレバーは PPP-NCHAuD (Spring constant = 42 
N/m)である。 
 
 ２－５－２ HFBI自己組織化膜の AFM観察結果 
















ない。六角形の内角は 120°であるため、3 つ合わさると 360°になり平面となるため
Fig. 2-7 HFBI自己組織化膜の AFM
イメージ 













 ２－６－１ 座屈強度測定の実験方法 
  HFBI 自己組織化膜の座屈強度を求め、HFBI 液滴の表面張力と比較を行った。








ても、基板の影響が大きく出てきてしまう（Fig. 2-9 左）。そのため Fig. 2-9 右に示
すように穴の開いた基板を HFBI 自己組織化膜で覆い、その覆われた穴の部分をカ
Fig. 2-8 分子集合により 6分子六角形を 1ユニットとするハニカム構造により
構成し得る構造体 









表面を AFM 観察したところ、Fig. 2-10 に示すように約 200 nm の穴が均一に開い
ていることが分かった。 
 
   
このメンブレン上をHFBI自己組織化膜で覆い、覆われた穴の部分を AFMのカン
チレバーで押し破ることで、そのときに受けた力から膜の座屈強度を求めた。 
Fig. 2-9 HFBI自己組織化膜の構造強度を分析（測定）するための AFMによる
フォースカーブ測定の模式図 
Fig. 2-10 ニュークリポアメンブレンとその表面の AFMイメージ 





 ２－６－２ 結果 





Fig. 2-11 フォースカーブ測量状態の模式図 





Fig. 2-12 ニュークリポアメンブレン上を HFBI 自己組織化膜で被覆した表面の
AFMイメージ （上）フォースカーブ測定前 （左下）1回目のフォースカーブ測
定後 （右下）2回目のフォースカーブ測定後 
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6点で行った結果を平均すると 1.34 nNであった（Fig. 2-14）。この測定で用いたカ
ンチレバーは qpBioAC (S.C. = 0.1 [N/m]、先端曲率半径＜10 nm)で、このカンチレ
Fig. 2-13 HFBI自己組織化膜の座屈強度を測定するためのフォースカーブ測定 
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3 章. HFBI 液滴界面現象についての研究 
３－１ 目的 
 前章で HFBI は気液界面に精密な自己組織化膜を形成し、その膜の座屈強度の高さ
から液滴の上面を平らにすることを明らかにした。 





３－２ HFBI 液滴の上面が平らになる理由 
 ３－２－１ 液中で HFBI に作用する力 
  初めに HFBI 液滴は頂点部分に HFBI が集まり徐々に自己組織化していくと仮定
する。HFBI は液滴中ではモノマー・ダイマー・テトラマー、あるいはそれ以上の多
量体で存在している 96。モノマーで存在する HFBI は疎水性面を露出しているため、
他の HFBI とダイマー化するか、気液界面に吸着する。HFBI はダイマー化するより




浮力について考える。初めに HFBI の密度を計算する。 
 
Fig. 3-1 に示すように、HFBI を円筒形とみなして幅 2.30 nm、高さ 2.67 nm で体
Fig. 3-1 X 線結晶回折に基づいた HFBI タンパク質の高さ（左）と幅（中）  
PDB data：2FZ6 




(2.30/2)2×π×2.67 ＝ 11.09 nm3 
であり、この値から HFBI の密度を計算すると、 
7532 [Da]
6.022 × 1023[/𝑚𝑜𝑙] × 11.09[𝑛𝑚3]
=  1.13 𝑔/𝑐𝑚3 
となる。水の密度は 1 g/cm3なので、ほぼ一致している。ゆえに単体の HFBI に浮力
は作用しないと考える。 
  













γSV = γLV cosθ + γSL (Young formula) 
 である 97。γSVは固相と気相の界面張力、γLVは液相と気相の界面張力、γSLは固相と液
相の界面張力を表す。表面張力は γSや γLと表すが、表面に気体が接すると考えれば
Fig. 3-2 接触角 θを持つ液滴三相界面での力のつり合い 
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γSV、γLVという界面張力となる。しかし実際には常温付近では γSV ≃ γSV、γLV ≃ γLVと考
えてよいとされている 98, 99。表面張力を扱う際に原式とされているのは、Young の式





















Fig. 3-3 蒸発による液滴の一般的な変化の模式図 
Fig. 3-4 蒸発による HFBI 液滴の形状変化の模式図 





Fig. 3-3 と Fig. 3-4 のそれぞれの場合、同体積での気液界面に露出した表面積の











Fig. 3-5 疎水性基板と親水性基板上における水と HFBI 液滴の蒸発による体積減少
挙動の模式図 









 =  100 
4
3
𝜋𝑟3 = 200 
𝑟3 = 150/𝜋 






𝑆1 = 82.34 
 





 =  50 
4
3
𝜋𝑟′3 = 100 
𝑟′3 = 75/𝜋 






𝑆2 = 52.12 
  
 の場合、体積 V=100 のときは同じなので半径 r = 3.62、S1 = 82.34 である。 
 V=50 のときの表面積を計算すると、 
V = 50 =
1
6
𝜋ℎ(3𝑟2 + 3𝑎2 + ℎ2) 
      =
1
6








𝜋ℎ(3𝑟2 − ℎ2) 
r = 3.62 は変わらないので、 
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    ℎ = 1.27 （∵ 0 < h < r） 
よって表面積 S3は、 
𝑆3 = 2𝜋𝑟ℎ + 𝜋𝑎2 
    = 28.89 + 36.10 
= 64.99   
   
このように体積変化での表面積は Fig. 3-3 の場合と比べて Fig. 3-4 の場合の方が
大きいことは明らかである。表面積の変化が少ない、すなわち排除される気液界面に
存在する HFBI が少なくてすむように Fig. 3-4 のような形状変化をもたらしたと考
える。 
 
３－２－３ 温度と湿度を変化させたときの HFBI 液滴挙動 
  前節で液の蒸発も HFBI 液滴の上面が平らになる要因の一つであると述べた。で
は、蒸発しやすい環境下と蒸発しにくい環境下では、液滴の挙動に違いが生じてくる
はずである。HFBI 溶液の濃度（15 µM）、液量（10 µL）は常に一定で、周りの環境
















 ３－２－４ 傾けた基板上に液滴を置いたとき 




  しかし、実際に HFBI 液滴を傾けた基板にのせると、Fig. 3-8 のように液滴の最も
高い点、頂点から平らになっていることがわかる。 
Fig. 3-7 液滴をのせた基板を 30°傾けたときのイメージ図 
Fig. 3-6 温度・湿度をさまざま変化させたときの自己組織化時間 縦軸は湿度、横
軸は温度、バブルの大きさが液滴の上面が平らになり始めの時間を表している 









初めから気液界面を HFBI で覆っているのであれば、基板を傾けた後の変化は Fig. 











Fig. 3-8 HFBI 液滴をのせた FTO 基板を 30°傾けた実験 
Fig. 3-9 HFBI 液滴をのせた FTO 基板を徐々に 30°傾けた実験 





 ３－２－５ 上面が平らになった液滴の上面と側面の AFM 
  上面が平らになった液滴は Fig. 3-9 の結果から側面部には自己組織化はしていな
いと思われる。その確認を行うために、上面部と側面部をそれぞれ基板に転写し、基






液滴の側面に存在する HFBI は上面よりも少ないことがわかった。 
Fig. 3-10 HFBI 液滴内部での HFBI の挙動の模式図 





Fig. 3-11 a) 液滴の上面部を転写した基板の AFM イメージ b) 液滴の側面部を
転写した AFM イメージ c) 上面部と側面部をそれぞれ転写した基板の電気化学イ
ンピーダンス測定によるナイキストプロット 
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３－３ 蒸発しない環境下（液／液界面）での HFBI 液滴の挙動 
 ３－３－１ 実験方法 
  HFBI 液滴の形状変化に液の蒸発が要因の一つであるならば、液が蒸発しない条件
下に置き、観察を行ったらどのような挙動を示すか実験を行った。HFBI 液滴の濃度・
液量は変えずに液滴を作成した後、その周りをヘキサンで満たすことで液の蒸発を防
いだ。透明なディスポセルに HFBI 液滴を 15 µL 容量で作成し、その周りを液滴を









 ３－３－２ 結果と考察 




がある。ヘキサン中の HFBI 液滴を細い棒でつつくと、つついた箇所がへこんだ（Fig. 
3-14）。その後、時間をおいても HFBI 液滴はへこんだ歪な形状を維持したまま変化
はなかった。つまり、ヘキサン相と水相の界面に HFBI は吸着し、自己組織化膜を形
成していることは明らかである。また、Elodie らの報告でも HFB 液滴を有機溶媒中
Fig. 3-12 ヘキサン中におけ
る HFBI 液滴観察の模式図 
Fig. 3-13 ヘキサン中における HFBI 液滴観察 

















ヘキサンと HFBI 液滴の界面張力を懸滴法で測定した（Fig. 3-16）。 
Fig. 3-14 ヘキサン中における HFBI 液滴観察 
Fig. 3-15 ヘキサン中における純水の液滴観察 




  ヘキサンと HFBI 溶液の界面張力は 17 mN/m であったことから、界面にはその値

















Fig. 3-16 界面張力測定 （青）水とヘキサンの界面張力、（緑）HFBI 溶液とヘキ
サンの界面張力 
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4 章. HFBI 自己組織化膜で被覆した電極の電気化学特性 
４－１ 目的 
 前章までに HFBI の自己組織化について研究し、その特性について解明を行った。本







４－２ HFBI 自己組織化膜で被覆した電極の電気化学特性 
 ４－２－１ 実験 
HFBI 自己組織化膜で被覆した電極の電気化学特性を調べた。用いた電極は、表面
が平坦で導電性を持つ基板が必要条件であるため、その条件を満たす、HOPG（10×









作用極に HFBI で被覆した HOPG 電極を用いた。電解質溶液には 100mM リン酸緩
衝液（pH 7.0）にレドックス分子として 25mM フェリシアン化カリウム／フェロシ
アン化カリウム（[Fe(CN)6]3-/4-）を混合したものを用いた。測定装置にはポテンショ
スタット(Hokuto Denko Co., Japan)を用いた。電気化学インピーダンスは一定の周
波数で交流電流を流し、得られた交流抵抗を横軸をインピーダンスの実部（Z’）、縦軸
をインピーダンスの虚部（Z’’）にとり、プロットしたものである。周波数は 10 kHz
―10 mHz、振幅は 10 mV 実験環境はすべて室温（25℃）で行った。 
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 ４－２－２ 結果 








  しかし、同じ電極を用いた EIS 測定では、bare の HOPG と比べて HFBI 自己組
織化膜で被覆した HOPG は非常に高い電荷移動抵抗値を示した（Fig. 4-2）。半円の
直径は電荷移動抵抗値（Rct）を表す。ゆえに半円が大きいほど抵抗値が高いことを
示す。 
Fig.4-1 HOPG と HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極のサイクリックボル
タモグラム 




  さらに、Fig. 4-2 で得られたプロットをもとに、等価回路を示した（Fig. 4-3）。Rsol
は溶液抵抗、Rp は HFBI 自己組織化膜の孔部における溶液抵抗、Cm は HFBI 自己
組織化膜の電気容量、孔部における溶液と電極界面での電荷移動抵抗を Rct、電気二






Fig.4-2 HOPG (a)と HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極 (b)のナイキスト
プロット 
Fig.4-3 HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極を用いた系の等価回路 
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 ４－２－３ HFBI 自己組織化膜の被覆率計算 
  HFBI で被覆した HOPG 電極は、HFBI が電極上をどのくらいの割合で被覆して
いるのかを CV により算出した。走査速度を 5、10、20、50、100 mV/sec それぞれ
で測定を行い、そのピーク電流値（I peak current: Ipc）を用いて、Randles-Sevcik
式（formula 4-1）から被覆率を算出した 103-106。 
Ipc = 2.69 ×105 ×n3/2×A×D1/2×C×v1/2   （formula 4-1） 
  CV の結果を Fig. 4-2 に示す。 
 






４－３ 電解質の pH 変化による HFBI 電極の電気化学特性 
 ４－３－１ 緩衝域の異なる緩衝液を用いた CV 測定 
  前節で電極表面を HFBI 自己組織化膜で被覆してもその特性を大きくは損なわな
いことを示した。しかし、電荷移動抵抗値は非常に高いことがわかったため、分子機
能電極として更なる高機能を目指すために、電解質の pH に着目した。レドックス分
子は前節と同じように 25 mM [Fe(CN)6]3-/4-を用いて溶解させる緩衝液を異なる緩衝
域を持つものにそれぞれ溶解させて同様の条件で CV 測定を行った。緩衝液は 1 mM 
Glycine buffer (pH 3.0)、0.1 M Acetate buffer (pH 4.9)、0.1 M MES buffer (pH 6.0)、
Fig.4-4 HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極の走査速度を変化させたときの
サイクリックボルタモグラム（左）と走査速度とピーク電流の関係（右） 
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 ４－３－２ 広域 pH 緩衝液を用いた HFBI 電極の電気化学特性 
  pH を酸性にすると電流応答が大きくなることがわかった。しかし、前節の結果は
異なる緩衝液を用いたためにそれぞれの特性が出た可能性が示唆される。ゆえに同一
の緩衝液を用いて pH を振ることを考える。一般に緩衝液の緩衝域は 2 前後であるた
め同一の溶液で広い緩衝域を持つものはないと言える。しかし、複数の緩衝液を組み
合わせることで広い緩衝域を持つ緩衝液を調製することができる。ゆえに今回は
Carmody らが考案した広域緩衝液を用いた 107。溶液の組成は、0.2 M ホウ酸、0.05 
M クエン酸を含む溶液に 0.1 M Na3PO4･12H2O 溶液を pH を調整しながら加えてい
き調製する。 
 0.2 M ホウ酸、Mw: 61.83 g/mol 
0.2 mol/L ×61.83 g/mol ×0.2 L = 2.47 g 
 0.05 M クエン酸、Mw: 210.14 g/mol 
0.05 mol/L ×210.14 g/mol ×0.2 L = 2.10 g 
Fig.4-5 HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極の電解質の pH を変化させたと
きのサイクリックボルタモグラム 
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 0.1 M Na3PO4･12H2O、Mw: 380.12 g/mol 
0.1mol/L ×380.12 g/mol ×0.2 L = 7.60 g 
 ①0.2 M ホウ酸＋0.05 M クエン酸を milliQ 200mL に溶かした。 
 ②0.1 M Na3PO4･12H2O を milliQ 200mL に溶かした。 





  それぞれの pH の緩衝液に 25 mM [Fe(CN)6]3-/4-を加えて CV 測定した結果、HOPG
電極のときはほとんど変化はなく、pH 11のときだけ電流応答の減少が見られた（Fig. 
4-6 左）。これは[Fe(CN)6]3-/4-が構造を保てなくなったため酸化還元しにくくなったの
ではないかと考える。HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極は酸性側では高い
酸化還元応答を示したが、塩基性になるにつれて電流応答が減少していることが確認
できる（Fig. 4-6 右）。４－３－１のときと同様に pH によって電極上の HFBI の電
荷が変化したため、酸化還元応答に変化を齎したと考える。Fig. 4-6 のデータををれ
ぞれの oH ごとに分けたものを Fig. 4-7 に示す。 
Fig.4-6 広域 pH 緩衝液を用いて電解質の pH を変化させたときのサイクリックボ
ルタモグラム （左）HOPG （右）HFBI で被覆した HOPG 





４－４ 遺伝子改変による HFBI 電極の特性向上 
 ４－４－１ ポイントミューテーションによる HFBI の電荷改変 
  前節で電解質の pH を変化させることで電極上の HFBI の電荷が変わり、電流応答
が変化することを示唆した。この影響に着目して、分子機能電極として更なる高機能
を目指すために、HFBI が持つ表面の荷電アミノ酸に着目した。HFBI は荷電アミノ
酸として正電荷のアミノ酸と負電荷のアミノ酸を 3 つずつ持っている 41, 110-112。また、
疎水性面を下としたときに上面に 2 つずつ正電荷と負電荷のアミノ酸が存在する。残
り 1 つずつは側面に来る（Fig. 1-3）。電極上に HFBI 自己組織化膜を被覆した際に、
レドックス分子と静電的な相互作用を起こし得るのは、HFBI の上面部分であると考
え、そこに存在する 4 つの荷電アミノ酸に着目した。これらのアミノ酸をポイントミ
ューテーションを用いて中性のアミノ酸に変えた、新たな 2 種類の改変型 HFBI を
Fig.4-7 広域 pH 緩衝液を用いて電解質の pH を変化させたときのサイクリックボ
ルタモグラム (a) pH 3 (b) pH 5 (c) pH 7 (d) pH9 (e) pH11 (f, g) 酸性、塩基性そ
れぞれのときの電極界面で起こる反応の模式図 
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作製した（Fig. 4-8）。1 つは正電荷のアミノ酸（R:アルギニンと K:リジン）を中性の
アミノ酸（Q:グルタミン）に変えた負電荷の HFBI、もう 1 つは負電荷のアミノ酸
（D:アスパラギン酸）を中性のアミノ酸（Q:グルタミンと N:アスパラギン）に変え









 ４－４－２ それぞれの HFBI 自己組織化膜の構造解析 
  まず、遺伝子改変したことで HFBI の自己組織化構造に影響がないかを調べた。２
－４－１で行ったときと同条件でそれぞれの HFBI 自己組織化膜の AFM 解析を行
った。 
Fig. 4-8 野生型 HFBI と遺伝子改変した HFBI （左）野生型 HFBI （中）正
電荷のアミノ酸を中性のアミノ酸に変えた HFBI （右）負電荷のアミノ酸を中
性のアミノ酸に変えた HFBI 













を用いた。それぞれ 100 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）に 25 mM の濃度で調製して
使用した。装置は４－２と同様にポテンショスタットを用い、3 電極系での測定を行
った。電気化学インピーダンスの測定条件は、フェリシアン化カリウムのときは 100 
kHz－10 mHz、ヘキサアンミンルテニウムのときは 100 kHz－100 mHz で行い、振
幅はどちらも 10 mV で行った。 
  Fig. 4-10 に電気化学インピーダンスの結果を示す。 
Fig. 4-9 野生型 HFBI と改変型 HFBI それぞれの自己組織化膜の AFM による構造
解析 





   
電気化学インピーダンス測定で得られたデータを横軸にインピーダンスの実部を、
縦軸にインピーダンスの虚部をとりプロットした。描かれた半円は電荷移動抵抗 Rct











Fig. 4-10 電気化学インピーダンス測定による、遺伝子改変した HFBI の自己組織化
膜で被覆した電極と酸化還元分子との相互作用 （紫）高配向性熱分解黒鉛（HOPG）
電極 （赤）正電荷の HFBI で被覆した電極 （緑）野生型 HFBI で被覆した電極 
（青）負電荷の HFBI で被覆した電極 （左のグラフ）負電荷の酸化還元分子を用
いた結果 （右のグラフ）正電荷の酸化還元分子を用いた結果 
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４－５ GOx-HFBI を用いた酵素電極反応の測定 
 グルコースオキシダーゼ（GOx）と HFBI を融合した分子
（GOx-HFBI）を用いた電気化学実験を行う。 










2010 年に Jussi らが HFBI に蛍光タンパク質である Green fluorescent protein 
(GFP)を融合したタンパク質をタバコの葉で発現することに成功している 122。ゆえに
GOx-HFBI もタバコの葉を用いた発現を行った。 
  GOx-HFBI を発現させる情報を持つプラスミド pMiL001 を Agrobacterium 
EHA105 に導入した。導入法は Electroporation で行った。 
 ○Preparation 
  Rifampicin 2mg/mL と Kanamycin 20mg/mL を混合して LB(-)プレート×2 枚に
100µL ずつまいた。SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression)培地
の組成を以下に示す。 
SOC 培地     
NaCl 0.1g  
Trypton 4g  
East extract 1g  
1M KCl 0.5mL （終濃度 2.5mM） 
1M MgCl2 2mL （終濃度 10mM） 
1M MgSO4 2mL （終濃度 10mM） 
1M Glucose 4mL （終濃度 20mM） 
5N NaOH     








  0.2cm キュベット、Agrobacterium のコンピテントセル、pMiL001 を氷中に準備
する。Gene パルス装置の設定を 25µF、200Ω、2.5kV に合わせた。 
  Agrobacteriumのコンピテントセルと pMiL001をキュベット内に混合して電気穿
孔を行った。すぐに SOC 培地を加え、28℃で 1 時間培養した。 
 ○Incubation 
  用意した（Rif+、Km+）プレートにエレクトロポレーションした Agrobacterium
を 50µL、もう 1 枚のプレートに p19（二本鎖 RNA の分解抑制：トンブウイルス
由来）を播種し、28℃、2days 培養した。 
  得られたコロニーを LB(Rif+,Km+)培地で 28℃、1day 培養した後、4,000rpm、
4℃、15min 遠視分離した。 
 ○Infiltration 
  得られた菌体は Resuspension buffer (10mM MES buffer、10mM MgSO4、pH5.6)
で溶解し、それぞれ OD600 = 0.7 となるように調製した。調製した菌液を 1:1 で混




  発現したタンパク質は二層分離精製法により精製を行った 123。タンパク質を発現
した葉を液体窒素で凍結させたものと葉の重さの 6倍量の 1×PBS(-) (pH 7.4)をミキ
サーに入れ、粉砕した。粉砕後の余分な葉を濾した後、18,000g、20min 遠心した。
上清を分液ロートに入れ、全量の 4％量の Agrimul NRE 1205 (Cognis)界面活性剤を
加えて静かに混ぜた。その後、22℃で静置し、Over night。上相の Agrimul のみを
抽出し、加えた Agrimul の 10 倍量の Isobutanol と 0.35 倍量の PBS を加えて 22℃
で 1 時間静置した。22℃、4,000rpm、5min 遠心して、下相のみを抽出した。得られ
た溶液を Econo Pac カラムで精製し、目的のタンパク質 GOx-HFBI を得た。得られ
たサンプルは SDS-PAGE により確認を行った（Fig. 4-12）。GOx-HFBI の分子量で
ある 92 kDa 付近に単一バンドが確認されたことから、これまでに報告されている
HFB 融合タンパク質の精製効率と同等の精製ができていることを示している 124。 





 ４－５－２ GOx-HFBI の電気化学測定 
  二層分離精製法で得られた GOx-HFBI は先行研究にて高い活性を有することを明
らかにしている 58。この酵素活性を電気化学的なデータで得ることができれば、バイ
オセンサやバイオバッテリーなどへの応用が期待できる。 
 GOx は HFBI と比べてサイズが大きいため、GOx-HFBI のみを電極上に被覆して
も精密な自己組織化はできない。GOx のサイズは HFBI9 つ分と同等であるため、
GOx-HFBI と HFBI を 1:9 の割合で混合し、自己組織化したものを HOPG 電極上に
被覆した。この電極を作用極とし、三電極系で電解液に 25mM [Fe(CN)6]3-/4-を含む
100mM Phosphate buffer (pH 7.0)を用いて CV 測定を行った。溶液は Ar 置換を行
った。さらに基質として Glucose を 1%、2%、3%濃度でそれぞれ加えて酵素反応測
定を行った。 
Fig. 4-12 GOx-HFBI（92 kDa）精製の SDS-PAGE による確認 ①～⑥：溶出画
分サンプル 












実験系のイメージ図は Fig. 4-14 に示すように、酵素反応で生じた電子がタンパク質
に固定されたフェロセンを伝って電極に移動するものである。 
Fig. 4-13 GOx-HFBIとHFBIを 1:9の割合で自己組織化させた HOPG電極の酵
素電極反応 




フェロセンカルボン酸－N－スクシンイミジル 8.0 mg を DMSO 1 mL に溶かし、そ
れを 0.1 M Na2CO3/NaHCO3 (pH 9.3)で 50 倍希釈した。HFBI 自己組織化膜で被覆
した HOPG 基板をこの溶液中に浸し 24 時間反応させた。反応はタンパク質のアミ
ノ基に反応し、スクシンイミド基と置換反応するものである。反応後、充分に wash





Fig. 4-15 フェロセンで修飾した HFBI 電極のサイクリックボルタモグラム １
～３サイクル 50 mV/sec 
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に金属電極で Pt 電極を用いた。Pt ディスク電極上に GOx-HFBI と HFBI を 1:9 の
割合で自己組織化させ、そこにフェロセンを修飾した。1 mM Acetate buffer (pH 5.0)
に Glucose を 0.1 %、0.2 %、2.2 %の濃度でそれぞれ調製し、CV 測定を行った。 
 
 
Fig. 4-16 Pt 上にフェロセンで修飾した GOx-HFBI＆HFBI の自己組織化膜で被
覆した電極のサイクリックボルタモグラム それぞれ１～３サイクルを示す 
50 mV/sec （グレー）0 % glucose、（レッド）0.1 % glucose、（イエロー）0.2 % 
glucose、（グリーン）2.2 % glucose をそれぞれ 1 mM Acetate buffer (pH 5.0)に
溶解した液 


















 次にグルコースオキシダーゼを修飾した HFBI を用いて酵素電極反応の測定を行っ
た。HFBI と GOx-HFBI を混合し、自己組織化したものを HOPG 電極上に被覆し、
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ス 138-142と材料 143-145が期待できる。 
 
５－２ 目的 
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HFBI溶液はこれまでと同様に 15 µMの濃度で 1 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）に溶解














 φ0.8mm Au線を 6cmの長さに切る。 
 ビーカーに入れて Au 線全体が浸るまでアセトンを入れて、超音波洗浄。（28kHz、
30min） 
 王水を 200mLのビンに 150mL程度調製しておき、湯浴で温
める。 
 洗浄した Au 線を湯浴した王水に 30sec 浸す。（Au 線の 2/3
くらい） 
 王水に浸した Au線をアセトンで洗い流す。 
 王水に浸ったところに触れないようにバーナー用のピンセットに付け替える。 




   
 
















 これを 20分くり返し行う。 
 20分後、オレンジのラインが下から 2/3のところで維持する。（5分） 





 作成した Au 線を下図のように折り曲げていく。（Au 線は触れないようにピンセット
で！） 
横 上 







































 液：7.5 ml 









 研磨紙のサイズを 100→400→1000→2000の順で小さくし、削っていく。 
100で Au玉の 40%くらいまで削る。400で 45%くらいまで削る。1000で荒い傷を目
立たなくし、2000で出来るだけ平滑になるよう磨く。 
 アルミナ研磨を行う。 
 アルミナ粒子サイズを 3.0→1.0→0.1µmの順に小さくしていく。 
3.0で鏡面になるまで。1.0で 5分くらい。0.1で 2分くらい磨く。 
 水で洗い流し、最後に水研磨を行う。（1 min） 
 
アニーリング 
 樹脂をサンプル台から取り外し、アセトンに浸して樹脂を溶かしていく。（Over Night） 
 ファセット部以外はソニケーションかけるなどして、樹脂を完全に取り除く。 




溶液を Ar置換し、3電極系（CE: Pt、RE: RHE、WE: Au(111)）、走査範囲を-0.1 V 
~ +1.25 V （vs. RHE）、-0.1 V ~ +1.8 V（vs. RHE）、走査速度：50m V/secで測定
を行った。測定するときは、気相側を常に Ar を通気した状態を保ち、Fig. 5-1 に示
すように Au電極を液面につけて、少し引き上げ、メニスカスを作ることで(111)のみ
が測定対象になるようにセットした。 














Fig. 5-1 Au(111)電極の電気化学測定時の模式図 
Fig. 5-2 Au(111)電極のサイクリックボルタモグラム 







５－６ HFBI自己組織化膜で被覆した電極の AFM観察 
 本研究に適した 2つの電極にそれぞれHFBI自己組織化膜を被覆し、AFM観察を行
った。観察条件は第 2章で測定したときと同条件で行った。 











Fig. 5-3 HOPG電極と Au(111)電極の AFM観察 
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５－７ 電極上に被覆した HFBIの除去法の検討 
 HFBI自己組織化膜をテンプレートとして金属を析出した後、HFBIのみ除去するこ
とで金属ナノ結晶を形成することが目的である。ゆえにまずは HOPG 上に被覆した
HFBI の除去法を検討した。HFBI と HOPG は疎水性相互作用で吸着していると考え
る。HFBIはタンパク質であるため、変性させて取り除くことを検討した。 
 まずエタノール中に 5 min 浸した。少し取れた程度で完全に除去することはできな
かった（Fig. 5-5a）。次に 160 ℃で 30 min熱した後にエタノール中に 5 min浸した。
HFBIは除去できたようだが、熱の影響によるものか、基板表面を荒らしている結果と
なった（Fig. 5-5b）。タンパク質を変性させることができればよいので、グアニジン塩
Fig. 5-4 HFBI自己組織化膜で被覆したHOPG電極（左）と Au(111)電極（右）の
AFM観察 





凝集し、基板上に残ってしまったものと思われる（Fig. 5-5c）。酸（5 M塩酸）・塩基（2 
M水酸化ナトリウム）中に浸しても完全に除去することはできなかった（Fig. 5-5d, e）。
酸を用いると、析出させた金属が溶解してしまう恐れがあるため、2 M 水酸化ナトリ
ウム溶液で浸した後、エタノール処理を行った。2 M NaOH 2 min→milliQ洗浄→エタ











Fig. 5-5 (a)エタノール浸漬 5 min、(b)160℃に熱した後、エタノール浸漬 5 min、
(c)8 Mグアニジン塩酸塩処理 5 min、(d)5 M HCl浸漬 3 min、(e)2 M NaOH浸漬 
1 min、(f)2 M NaOH浸漬 2 min後、エタノール浸漬 5 min、(g)1 % Tween20浸漬
10 min、(h)1 % Tween20浸漬 60 min、(i)1% SDS浸漬 30 min  
スケールバー(a~e,g,h): 0.2 µm、(f)1 µm、(i)0.3 µm 
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５－８ HFBI自己組織化膜をテンプレートとした Cuの電解析出 
 ５－８－１ 実験方法と結果 
HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極上に Cu の電解析出を行った。3 電極系
（CE: Pt、RE: Ag/AgCl、WE: HFBI/HOPG）で溶液は 50 mM CuSO4/KNO3、印加電
位を-500 mV (v.s Ag/AgCl)、印加時間 5 minで電解還元を行った。電解還元後の基板












Fig. 5-6 HFBI自己組織化膜で被覆したHOPG電極に Cuを電解析出させた基板の
AFMによる表面解析 














Fig. 5-7 AFMの位相差イメージングの原理図 
Fig. 5-8 Cu電解析出を行ったHFBI/HOPG 電極（左）と電解析出前のHFBI/HOPG
電極（右）の位相差イメージ 




  ５－８－１の実験では大量に Cu が析出してしまったため、条件を変えて、Cu の
濃度を 1 mMにして、電解析出時間を 30 minにして行った。 
 




５－９ 単結晶 Au(111)電極を用いた電気化学実験 






の条件は 3電極系（CE: Pt、RE: Ag/AgCl、WE: HFBI/単結晶 Au(111)）で、レドッ
クス分子にフェリシアン化カリウムを用い、25mMになるよう 100 mM リン酸緩衝
液（pH 7.0）に溶解したものを電解質に用いた。走査範囲は-0.2 V～0.6 V、走査速度
は 50 mV/secで行った。 
  
 
Fig. 5-9 HFBI自己組織化膜で被覆したHOPG電極に Cuを電解析出させた基板の
SEMによる表面解析 




Fig. 5-10A は第 4 章で示したものと同じである。単結晶 Au(111)電極の場合でも



















晶 Au(111)電極のほうが HOPG 電極と比べて分子機能電極としての性能が高いこと
が明らかになった。 





５－１０ 遺伝子改変した HFBI 自己組織化膜で被覆した単結晶 Au(111)電極の電気
化学特性 
 ５－１０－１ 実験操作 
  ５－９で得られた結果をさらに考察するために、第 4章で用いた表面の荷電アミノ
酸を改変した HFBI を用いて CV 測定を行った。野生型の HFBI、正電荷に偏った
HFBI、負電荷に偏った HFBI をそれぞれ HOPG と単結晶 Au(111)電極上に被覆し、
前章と同様の溶液条件、装置、操作で実験を行った。 
 
 ５－１０－２ 実験結果と考察 
  結果を Fig. 11に示す。用いたレドックス分子は負電荷を持つフェリシアン化カリ
ウムであるため、電極表面の電荷が正電荷のときは負電荷のときと比べて電流値が大
きいことがわかる。Fig. 5-11B を見ると、単結晶 Au(111)電極のときは、改変型の
HFBI自己組織化膜で被覆しても電流応答の減少はあるものの、ピーク位置のシフト
は見られたかった。しかし、HOPGのときは少し特殊な挙動が観測された。野生型の
HFBI と負電荷の HFBI のときはほとんど変わらない曲線を描いたにもかかわらず、
正電荷の HFBI で被覆したときは、電流減少もピークのシフトもわずかしか観測さ
れなかった。還元電流においては bare の HOPG のときとほぼ変わらない値を示し
た。これらの結果を考察すると、まず遺伝子改変によって改変した HFBIはいずれも
Fig. 5-10 HFBI 自己組織化膜で被覆した HOPG 電極（A）と単結晶 Au (111)電極
（B）のサイクリックボルタモグラム、(a)HFBI被覆前、(b)HFBI被覆後 




章 Fig. 4-7）。Fig. 5-4で示したように、HOPGと単結晶 Au (111) では HFBI自己
組織化膜構造は異なる。露出している電極の間隔は、HOPGが 3.1 nmに対し、単結












 本章では HFBI 自己組織化膜をテンプレートとして用いた微小ナノ金属結晶の析出
を目的として実験を行った。用いる基板の条件として、平坦性と導電性が必要であり、
それらを満たす基板として HOPG と単結晶 Au(111)を選択した。AFM 観察結果より、
どちらも原子レベルで平坦な表面であることを明らかにした。それぞれの基板上を
Fig. 5-11 改変型と野生型の HFBI 自己組織化膜それぞれで被覆した HOPG 電極
（A）と単結晶 Au(111)電極（B）のサイクリックボルタモグラム、(緑)野生型HFBI、
(赤)正電荷の HFBI、（青）負電荷の HFBI 






いると考え、この電極を用いて Cu の電解析出を行った。AFM で観察した結果、大量
の Cu が析出してしまったため、条件を変えて行ったが、SEM の結果から規則的に析
出しているように見受けられるが、粒子サイズは約 100 nm とこれでも過剰析出した。
ゆえにまだ条件検討が不十分であるため、Cu の濃度、電解析出電位、電解析出時間等
の条件を詳細に検討していく必要がある。最後に単結晶 Au(111)電極の用途を考え、CV
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単結晶 Au(111)を使用した。しかし、HOPG 上ではハニカム様だった HFBI 自己組織
化膜は、Au(111)上ではライン状の構造に変化したため、テンプレートとして不向きで
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